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論文内容要旨
序論
 地球上の生物は真正細菌,古細菌及び真核生物の三つの生物界に分類することができる。そのうち古細
 菌は比較的新しくr第三の生物群」として位置づけられ,比較生化学及び生物進化の解明という点から注
 目されている。研究が進むにつれ,古細菌は外観上,真正細菌に似ているが,むしろ真核生物と近縁であ
 ることが明らかにされた。事実,遺伝子の複製,転写や翻訳過程に関与する酵素は真核生物的である。
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 古細菌は,嫌気的環境,高温,高塩濃度あるいは強酸性といった極限環境で生息している細菌である。
 高度好塩性古細菌であるハロバクテリアは特徴的なメバロン酸代謝物として,紫膜から発見された色素蛋
 白質であるバクテリオロドプシンをもっている。この蛋白質は動物の視細胞に見い出されるロドプシンに
 類似の光受容蛋白質であり,ロドプシンと同様に,補欠分子族としてレチナール(ビタミンAアルデヒド)
 を含んでいる。ハロバクテリアの脂肪酸合成酵素活性は,高塩濃度により著しい阻害を受けるため,この
 バクテリアに含まれる脂肪酸の量は痕跡程度である。その代わり,脂質の構成成分はイソプレノイド化合
 物からなっている。脂質の構成成分がイソプレノイド化合物によって構成されている点は,他の古細菌と
 共通である。その他の大きな特徴は細胞壁に見られる。ハロバクテリアの細胞壁は大腸菌のようなペプチ
 ドグリカンではなく,真核生物に似た糖蛋白質からなる。
 最近,真核生物において,細胞の分化や情報伝達,増殖や輸送などの重要な機能に深く関わっているイ
 ソプレノイド修飾蛋白質に関する研究が盛んに行われている。構造解析の研究により,これらの蛋白質は,
 プレニル化蛋白質と呼ばれる炭素鎖長C15のファルネシル基やC2。のゲラニルゲラニル基が蛋白質のカルボ
 キシ末端のシステイン残基とチオエーテル結合したファルネシル化蛋白質あるいはゲラニルゲラニル化蛋
 白質であることが明らかにされている。プレニル化蛋白質は酵母や動物細胞といった真核生物で多数見出
 されているが,原核生物においては,メタン生成菌Mε漉αη0δαCεεr如椛重んεr肌0α碗0びop傭ひ椛におい
 て,ファルネシル化蛋白質がごくわずかに見出されているだけである。真正細菌である大腸菌には,プレ
 ニル化蛋白質はこれまでのところ全く報告されていない。プレニル化蛋白質の前駆脂質であるFPPや
 GGPPを供給する系は細菌においても同様に見出されており,酵母や動物細胞における情報伝達機構にG
 蛋白質のようなプレニル化蛋白質が必須であることから,細菌においてもプレニル化蛋白質と同様な修飾
 蛋白質が存在していると予想、される。
 著者は,これら吉細菌として位置づけられる生物群に対する事実を背景に,これらの生物群では,イソ
 プレノイド化合物をさらに高度に,かっ独自に利用している可能性があるのではないかと考えた。そこで,
 古細菌としてハロバクテリアを研究対象にして,まず真核生物に見出されているようなイソプレノイド修
 飾蛋白質に関する研究を始めた。その後に引き続く一連の研究の結果,イソプレノイド修飾蛋白質の探索
 と結合脂質の構造解析からジフィタニルグリセリル化蛋白質が存在すること(第一章),またC、臼イソプレ
 ノールがハロバクテリアの生育を著しく阻害すること(第二章),さらに細胞表面糖蛋白質の結合脂質の
 解析からドリコールリン酸化蛋白質が存在すること(第三章)を明らかにすることができた。
 第1章メバロン酸の蛋白質への取り込みと結合脂質の解析
 ハロバクテリアを実験材料にしてイソプレノイド修飾蛋白質の探索を行った。ハロバクテリアにイソプ
 レノイド前駆物質である[3H]メバロン酸を取り込ませた後,溶歯し,80%アセトンで蛋白質を沈殿させ,
 その沈殿画分から脂質成分を有機溶媒で抽出して取り除いた。得られた蛋白質画分を電気泳動とオートラ
 ジオグラフィーで分析することによって,多数の放射性蛋白質バンドを確認した。チオエーテル結合を切
 断するヨウ化メチル処理を行った結果,未知の放射性化合物が遊離された。この遊離される放射性未知化
 合物を各種クロマトグラフィーによって精製し,低分解能質量分析によって分析した。得られたマススペ
 クトルの解析から,ヨウ化メチル処理によって遊離される化合物は,分子量が682であるジフィタニルグ
 リセリルメチルチオエーテルであることが示唆された。さらに有機合成した標準化合物のマススペクトル
 からも,その構造が支持された。これらの結果からジフィタニルグリセリル基が蛋白質のシステイン残基
 とチオエーテル結合していると考えられる。本研究により,古細菌ハロバクテリアにおいて,真正細菌の
 ジアシルグリセリル基で修飾されたリポ蛋白質の結合脂質と構造的に類似しているが,イソプレノイド化
 合物という点で異なるジフィタニルグリセリル基で修飾されたリポ蛋白質の存在が明らかになった。
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 第2章C1。イソプレノールによるハロバクテリアの生育阻害
 未知のイソプレノイド修飾蛋白質の解析を容易にする目的で,ハロバクテリアに,鎖長がC1。,Ci5,C2。
 である3種類の[3H]イソプレノールを取り込ませた結果,ゲラニオールが効果的に蛋白質画分に取り込
 まれた。しかし,比較的濃度の高いゲラ二才ール処理では,逆に細胞の生育が阻害された。この効果は抗
 菌作用をもつモノテルペンとして知られているG。イソプレノールに特異的であった。培地に添加するこ
 とによってハロバクテリアの生育を回復する物質を探索した結果,イソペンテノール,ジメチルアリルア
 ルコール,スタアレン,ファルネソールでは回復は見られなかったが,メバロン酸(メバロノラクトン)
 及びゲラニルゲラニオールを添加したときに生育の回復が見られた。ゲラニオールの作用点を探るために,
 『℃]イソペンテニルニリン酸を基質として加痂roで酵素アッセイを行った結果,ゲラ二才ールはゲラニ
 ルゲラニルニリン酸からゲラニルゲラニルーリン酸への脱リン酸化を阻害した。
 ハロバクテリアをさらに高濃度のゲラ二才ールで処理すると,細胞の溶菌が起こり,細胞数が減少する。
 このとき,細胞の形態がどのように変化しているのか確かめるため,顕微鏡観察を行った。その結果,ゲ
 ラニオール処理によって,細胞の形が丸くなり,形態が変化することがわかった。また,ゲラニルゲラニ
 オール存在下では,ゲラ二才ール処理による細胞の形態変化が抑制されたが,メバロン酸,ファルネソー
 ル,スクワレンを添加した場合では,この抑制効果は見られなかった。また電気泳動法により,ゲラニオー
 ル処理による細胞の形態変化に伴う蛋白質の発現量を比較した結果,時間の経過に伴って200kDaに相当
 する蛋白質量が増大していた。しかし,ゲラニルゲラ二才ール共存下では,ゲラニオール処理による
 200kDa蛋白質の増大は抑制された。この200kDa蛋白質はPAS染色法によって染色されることから,ハ
 ロバクテリアの細胞形態維持に関与する細胞表面糖蛋白質であると予想された。これらの結果から,細胞
 の生育と形態維持のためには,ゲラニルゲラニオールあるいはその誘導体GGXの関与が不可欠であるこ
 とが示唆される。
 本研究において,ゲラニオールによるハロバクテリアの生育阻害作用の解析の結果から,ゲラニオール
 は,真核生物においてその存在が予想されているゲラニルゲラニルニリン酸(ファルネシルニリン酸)ピ
 ロフォスファターゼを阻害すること,また真核生物の場合と同様に,未知のゲラニルゲラニオール代謝物
 GGXが細胞の生育と形態維持に関与していることが明らかになった。
 第3章細胞表面糖蛋白質と結合脂質の解析
 放射性ゲラニルゲラニオール以外の放射性メバロン酸,ゲラニオール,ファルネソール,ゲラニルゲラ
 ニノレーリン酸及びゲラニルゲラニルニリン酸で標識される主な蛋白質はフルオログラフィー及びPAS染
 色により200kDaの糖蛋白質とよく一致した。またトリプシン処理によって得られる放射性ペプチドも
 PAS染色バンドと良く一致した。さらにプロナーゼ処理によって,トリプシン消化放射性ペプチドバン
 ドとPAS染色バンドはともに低分子化して消失した。200kDaの糖蛋白質を同定する目的で,トリプシン
 処理によって得られる放射性ペプチドの部分アミノ酸配列を調べた結果,得れた蛋白質の部分配列は,す
 でに知られているハロバクテリアの細胞表面蛋白質の部分配列と完全に一致した。これにより,放射性標
 識される200kDaの蛋白質はハロバクテリアの細胞表面糖蛋白質であることが明らかになった。またこの
 細胞表面蛋白質に結合している脂質の構造を決定するため,結合脂質の解析を試みた。[3H]ゲラニルゲ
 ラニルニリン酸で標識された蛋白質をトリプシン消化して電気泳動を行い,ゲルから蛋白質を抽出した。
 得られた抽出物を0.5NIiClで処理した後,有機溶媒で放射性遊離化合物を抽出して,順相TLCで分析し
 た。その結果,TLC上における放射性スポットとドリコールリン酸によるヨウ素発色スポットが非常に
 よく一致した。また,酸処理によって遊離される放射性化合物をホスファターゼで処理した結果,逆相
 TLC上で鎖長がCG。,CG5のドリコールが検出された。これらの結果から,ハロバクテリアの細胞表面糖蛋
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 白質は鎖長がC6。,C65のドリコールリン酸基で修飾されていることが明らかになった。真核生物において
 も,ドリコールリン酸化蛋白質の存在が見い出されているが,ハロバクテリアの細胞表面糖蛋白質は,本
 研究によって最初に同定されたドリコールリン酸化蛋白質である。
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 論文審査の結果の要旨
 菊地晃宏君は,古細菌が真核生物や真正細菌とは脂質に関して異なって進化していることをヒントに,
 古細菌では脂質であるイソプレノイド化合物をさらに高度にかっ独自に利用している可能性があるのでは
 ないかと考えた。そこで,博士論文の研究対象に古細菌ハロバクテリアを選び,イソプレノイド修飾蛋白
 質に関する研究を始めた。1)イソプレノイド前駆物質である[3H]メバロン酸を取り込ませ,電気泳動法
 により多数の放射性の蛋白質を見出した。ヨウ化メチル処理法により遊離される放射性脂質が,質量分析
 の結果,分子量682のジフィタニルグリセリルメチルチオエーテルであると同定した。2)またメバロン酸
 以外の[3H]イソプレノール取り込み研究を行い,放射性ゲラニオールが蛋白質画分に異常に多く取り込
 まれることを見出した。多量に検出される放射性の200kDa蛋白質がPAS染色され,トリプシン処理で得
 た放射性ペプチドの部分アミノ酸配列が既知の細胞表面蛋白質の部分配列と完全に一致することを見出し
 た。またこの放射性結合脂質がドリコールリン酸類似体であることも見出した。3)さらに非放射性イソプ
 レノールでの濃度依存性の研究では,ゲラニオールによる細胞生育阻害を見出した。この生育阻害はゲラ
 ニルゲラ二才ールによって回復されること,またその作用点は,ゲラニルゲラニルニリン酸からの脱リン
 酸化過程であることを見出した。高濃度のゲラニオール処理では,時間に伴なって細胞の形態が棒状から
 丸くなり,同時に200kDa蛋白質量の増大を見出した。これら1)2)そして3)の研究から,ハロバクテ
 リアにはジフィタニルグリセリル基で修飾されたリポ蛋白質が存在すること,その細胞表面糖蛋白質がド
 リコールリン酸類似体で修飾されていること,この細菌の細胞生育と形態維持にゲラニルゲラニオールあ
 るいはその誘導体GGXの関与が不可欠であることを明らかにした。
 このように,ハロバクテリアを研究対象にイソプレノイド脂質に関する数々の新事実が明らかにされ得
 たことは,菊地晃宏君が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示してい
 る。したがって,菊地晃宏君提出の論文は,博士(理学)の学位論文として合格と認める。
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